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Herr Professor Dr. Gotz Nowak in Jena/Deutschland hat eine Patentanmeldung 
unter der Bezeichnung 

"Verfahren zur Bestimmung der Konzentration von Thrombininhibitoren" 
am 4. Februar 1999 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig das Symbol 
C 12 Q 1/56 der International Patentklassifikation erhalten. 
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Z u s ammen f a s s un g 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung 
5 der Konzentration von Thrombininhibitoren in einer 
nicht-trtiben KOrperf lUssigkeit oder einem nicht-trtiben 
Extrakt aus einer KOrperf ltissigkeit Sie weist die 
folgenden Verf ahrensschritte auf . Einem Lebewesen wird 
die KSrperf ltissigkeit entnoiomen und die Korperf lllssig- 

10 keit wird erf orderlichenf alls einer Abtrennung von 
TrUbstof fen unterwdrfen. Der so erhaltenen nicht- 
triiben Korperf ltissigkeit we r den ein nicht in die Um- 
wandlung Prothrombin/aktives Meizothrorabin bzw, 
Mtdesfgl eingreifendes gerinnungshemmendes* Mittel, ein 

15 durch aktives Meizothrombin bzw. Mtdesfgl spaltbares 
chromogenes Oder flourogenes Substrat und eine 
Prothrombin in Meizothrombin bzw. Mtdesfgl spaltende 
Substanz zugegeben, sowie, optional, Prothrombin, Die. 
so erhaltene L5sung bzw. Mischung wird einer wellen- 

20 langenselektiven Lichtabsorptions- oder Lichtemis- 

sionsinessung in Abhangigkeit von der Zeit unterworfen. 
Aus der Abnahme der Lichtabsorption oder Lichtemission 
je Zeiteinheit wird die in der Kttrperf ltissigkeit en- 
thaltene Menge des Thrombininhibitors durch Vergleich 

25 mit ermittelten Standardkurven bestimmt. 
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Verfahren zur Bestiamung der Kon*entration von 
Thrombininhibltoren 



5 Beschreibung 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung. 
• der Konzentration von Throrobininhibitoren, wobei exnem 

Lebewesen K6rperf Ittssigkeit entnoauaen wird und wobex 
10 der KSrperflUssigkeit eine Prothrombin in Meizothrom- 
bin bzw. Meizothrombin-des Fragment 1 (folgend 
MTdesfgDspaltende Substanz zugegeben wird. - Als 
Thrombininhibitoren werden alle natttrlichen oder syn- 
thetische Stoffe verstanden, die Thrombin oder Throm- 
15 binvoriaufer direct inhibieren. Als Beispiel fUr einen 
naturlichen Throiabininhibitor ist Hirudin zu nennen, 
welches aus dexu Speichel von Hirudo medicinalis gewon- 
nen werden *ann. Hirudin ist ein sehr kleines Protem 
bestehend aus 65 Aminosfcuren uhd mit einem MoleRular- 
20 gewicht: von 7 *D. Beispiele fur synthetisch, Thro^n- 
• Lhibitoren sind die sogenannten Hirologe, welche. dera 
Hirudin analoge bzw. horologe- Teilseguenzen 
sowie Polypeptide bestehend aus oder nut. einem Tr.pep 
"id Phe-Prl-Lg oder Derivaten eines solchen Tripep-. 
25 tids, vie beispielsweise Borsfcurederivate, ' 

Chloromethylketonderivate, Benzamidinderivate, Argxn, 
nail axainos.ure.odifizierte private und 
Den vorstehenden Substanzen ist hochstwahrsche^nlich 
de r i* wesentlichen gleiche wir^echanis.us «« be* 
30 Hirudin gemeinsam. Als Spender lebewesen fur die ^ 
perfiussig^eit « Menschen und "^^^ 
Lispielsweise Rodenten, in Frage. Beispiele Mr Kdr 
pLflUssigfceiten sind insbesondere Blut bzw. .us Blut 
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hergestelltes Blutplasma. Aber auch KOrperf iussig- 
keiten, welche kein Prothrombin enthalteri, kommen In 
Frage, wie z.B« Urin, Liquor, Speichel, Perito- 
naealf ltissigkeit u*a» Dazui wird im Rahmen' der Er- 
5 findung Prothrombin zugesetzt. • Nicht-trtib meint, daS. 
keine beachtlichen Mengen "an Schwebstof f en in der zu- ; 
untersuchendea Korperf ltissigkeit vorliegen sollen. 
Dies kann erf orderlichenf alls baispielsweise durch ■ 
Zentrifugation der KSrperf ltissigkeit und Abzug des 
10 Oberstandes- erreicht r werden . 

De r -de r- -Er findung zugosu^e^egende**^^ 1 , 

tergrwid 5is t ^der ->^©&gehde faD±&VhwttdL*kwigv*&on 
Prothrombin,, in^Th^s>^ 

15 der B€mteger4*nrtung, ^Th*r©mbin wirkt a?tif ^die -BMdung "von 
Fibrdrnmonomeren aus Fi-brihogen sowie auf di^Pd^ymeri- 
sation—der Fibrinmonomere- ^Prothrombin wird iri "Throm- 
bin umgewandeit unter Mitwirkung von aktiviertem 
Faktor X, aktiviertem Faktor V Ca**~Ioneh und Phosphol- 

20 ipiden, wie z.B. Piattchenf aktor 3, Hierbei findet 

eine mehrstufige Reaktion statt, wobei Intermediate in 
vergleichbar geringer Menge gebildet werden. Wenn je- 
doch die Koagulation mittels beispielsweise Ecarin 
oder einem anderen Schlangengif t bzw. Schlagengif t- 

25 fraktion eingeleitet wird, so entsteht demgegemiber 
ein "atypisches" Intermediate beispielsweise Mei- 
zotha?ombin, PIVKA Meizothrombin oder Meizothrombin~des 
Fragment- 1 (PIVKA ist eine Abkiirzung ftlr ein Protein, 
welches durch einen Vitamin K Antagonisfeen induziert 

30 wird) ♦ Diese atypischen Intermediate werden xnteres- 
santerweise durch beispielsweise Hirudin inaktiviert, 
nicht jedoch durch Heparin (Inhibitor der Faktor en 
Ila, IXa, XIa, Xlla und/oder Antithrombin) ♦ Sie ftihren 
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im Ubrigen Onfalls zur Throndbinbildung und subse- 
quent zur Gerinnung. Die Aff initat von Hirudin und • 
anderen synthetischen Thrombininhibitoran zu den atyp- 
ischen Intermediaten ist sehr hoch (k, > 10" 10 mol/1 
5 far Meizothrombin)., so dafi freies atypisches Interme- 
diation dem kursfristig .tfebunden 
wird- . 

Die vorstehenden Zusaromenhange werden in eineia Ver- 
io fahren der eingangs genannten Art, welches beschrieben 
ist in der Literaturstelle US-A-5, 547,550, genutzt, 
wobei gleichsam der Verbrauch des Thrombininhibitors 
durch Messung der Verzbgerung der .Gerinnung erfaflt 
wird. Eine groAe Menge an Thrombininhibitor fuhrt zu 
15 einer langen Zeit bis zum Gerinnurvgseintritt und um- 
gekehrt. Dieses Verfahren hat sich in der Pra^xs 
grundsatzlich ausgeze.ichnet bewahrt. Als nachteilig 
hat sich jedoch erwiesen, dafi in Fallen vgrminderten 
Fibrinogenspiegels Verfalschungen auftreten konnen, da 
20 ein (zu) geringer Fibrinogenspiegel sbenso wie ein 
hoher Thrombininhibitorspiegel zu langen Gerinnung- 
szeiten ftlhren kann. 

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, 
25 ein Verfahren zur Bestimmung der Konzentratiort von 
■ Thrombininhibitoren anzugeben, welches unabhanglg vom 
Fibrinogenspiegel genaue Werte liefert. 

Zur Losung dieses Problems lehrt die Erfindung ein 
30 Verfahren zur Bestimmung der Konzentration von Throm- 
bininhibitoren in einer nicht-truben K5rperf lUssigkext 
Oder einem nicht-trttben Extrakt aus einer Korperflus 
sigkeit mit den folgenden Verf ahrensschritten: a) 
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einem Lebewesen wird die KSrperf lttssigkeit eritnommen J 
und die Kdrperf lttssigkeit wird erforderlichenfalls 
einer Abtrennung von Trttbstof fen unterworfen, b) der 
in Stufe a) erhaltenen nicht-trttben Korperf lUssigkeit 
5 werden ein nicht in die. Umwandlung Prothrombin/aktives 
Meizo thrombin bzw. Mtdesfgl elngreif ended gerinnung- 
shernmendes Mittel, ein durch aktives Meizo thrombin 
bzw. Mtdesfgl spaltbares chromogenes oder flourogenes 
Substrat— und* eine Prothrombin in Meizothrombin bzw. 

10 Mtdesfgl^spaltende^ Subsfcanz* zugegeben, **isow.ie, op- 
tional, Prothrombin, c) die in Stufe b) erhaltene 
Ld sung bzw. Mischung wird 1 einer wellen>langenselektiven 
Lichtabso^rptions- bder Li chteemi s s ionsme ssung in. Ab- 
hangigkeit von -def Zeit^unl^iBirarfen, dXwaus^der Ver- 

15 minderung der Mcht absorption Oder Lichtemi s s ion in 
Stufe c) je Zei-teinheit wird die in der KOrperf lOssig- 
keit enthaltene Menge des Thrombinirihibitors durch 
Vergleich mit ermittelten Standardkurven bestimmt, 
Alternativ zur Prothrombin in Meizothrombin bzw. 

2 0 Mtdesfgl spaltenden Substanz oder erganzend Jcann 

Meizothrombin bzw* Mtdesfgl zugegeben sein. Weiterhin 
lehrt die Erfindung ein Verfahren zur Bestiramung der 
(spezif ischen) Aktivitat von Thrombininhibitoren (zur 
Hemmung von generiertem Meizothrombin bzw. MTdesFgl) 

25 in einer nicht-trUben wafirigen FlUssigkeit mit den 

folgenden Verf ahrenssdhritten : a) einem Lebewesen wird 
eine KSrperf lttssigkeit entnoramen urid die K^rperf lUs- 
sigkeit wird erforderlichenfalls einer Abtrennung von 
Trttbstof fen ont-erwoB-len Jder eine nicht^feaslibe FlUssig- 

30 keit wird ktlnstlich hergestellt, b). der in Stufe a) 
erhaltenen nicht-truben FlUssigkeit werden eine vor- 
gegebene Menge an Thrombininhibitor, ggf- ein nicht in 
die Umwandlung Prothrombin/aktives Meizothrombin bzw. 
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Mtdesfgl eingreifendes gerinnungshemmendes Mittel, ein 
durch aktives Meizothrombin bzw. Mtdesfgl spaltbares 
. chromogenes Oder flourogenes. Substrat und elne 

Prothrombin in Meizothrombin bzw. Mtdesfgl spaltende 
5 Substanz oder Meizothrombin bzw. Mtdesfgl zugegeben, 

. . r, r*\ di« in Stufe b) er- 

sowie, optional^ n.o^.iWs— 

haltene Losung' bzw. Mischung wird einer wellen- 
langenselektiven Lichtabsorptions-' oder Lichtamis- 
sionsmessung in Abhangigkeit von der Z.eit unterworfen; 
10 d) aus der Verminderung der Lichtabsorption oder Li- 
chtemission in Stufe c) je Zeiteinheit wird die Aktiv- 
itat des Tbxombininhibitors durch Vergleich (des 
Betrages der n.egativen Steigung) mit ermittelten Stan- 
dardkurven bestimmt. - Als chromogenes Substrat werden 
15 Substanzen bezeichnet, welche chromophore Gruppen en- 
thalten und spezifisch von Thrombin farbgebend gespal- 
ten werden. Flourogene Substrate sind Substanzen, 
welche spezifisch von Thrombin unter Bildung von 
floureszierenden Substanzen spaltbar sind. Prothrombin 
20 kann zugesetzt werden, wenn die Kerperf lussigkeit 
nicht naturlicherweise ausreichend Prothrombin en- 
thalt, wie beispielsweise im Falle von Vitamin K Man- 
gel, oder wenn die zu erwartende Menge an 
Thrombininhibitor oder Aktivitat des Thrombininhibi- 
25 tors dies empfiehlt, Oder wenn wahrend einer Krankheit 
ein Prothrombin-Mangel auf getreten ist . ; . 

Die Erfindung beruht auf der uberraschenden Erk- 
enntnis, daO chromogene bzw. flourogene Substanzen, 
30 welche spezifisch von Thrombin gespalten werden, 
ebenso spezifisch von Meizothrombin bzw. Mtdesfgl 
spaltbar sind. Dies ist nicht zu erwarten, da Interme- 
diate zwar notwendige Vorstufen darstellen, jedoch 
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nattirlicherweise nicht dieselbe Wirkungen bzw, Reak- 
tivitaten wie das Thrombin entfalten. Daduirch, daB die 
erf indungsgemafie Nachweisreaktion allein durch die 
Oberwachung der Meizothrombin bzw. Mtdesfgl-Ihhibier- 
' 5 ung mittels einer Farbreaktion erfolgt, ist der.N'ach- 
weis vSllig unabhkngig von dero Fibrihogenspiegel . 
Vielmehr muB beiia Einsatz -von Korparf lttssigkeiten, 
insbesondere Blut bzw. Blutplasma, die Gerinnung sogar 
unterbunden werden, um die Farbreaktionsauswertung 

10 nicht zu storen. Zudem ist die erf indungsgeraaBe Throm- 
bininhibitorbestimmung in alien 'Bereichen iaindestens 
ebenso genau, wie die Bestimmung mittels der vor- 
bekannten Methode bei hohem Fibrinogenspiegel . Auch 
besteht Unabhangigkeit voneventuell i** der Kttrper- 

15 flttssigkeit enthaltenen, oral verabreichten Antikoagu- 
lantien, Weitere Vorteile sind: schnelle Messung 
innerhalb von Minuten in chromogenen Kanaien tiblicher. 
Gerinnungsautomaten (diese messen eine Trtibung oft bei 
mehreren Welleniangen zwecks Korrektur und weisen da- 

20 her in der Regel die MOglichkeit zur welleniangense- 
lektiven und welleniangenvariablen Lichtabsorptions- 
messung .auf); hohe Reproduzierbarkeit der gefundenen 
Werte aufgrund einer sehr niedrigen Streuung der Ein- 
zelwerte (da's Konf idenzintervall liegt gem£B eirier 

25 Vieizahl von Versuchsserien unter 5%, in der Regel bei 
2,2 - 3,5%); die hohe Genauigkeit bzw. Reproduzier- 
barkeit wird zudem auch bei sehr hohen Throinbininhibi- 
tor- bzw. Hirudinspiegeln erreicht; aufgrund der 
vorstehenden Eigenschaften eignet- sich das erfindungs- 

30 gemaBe Verfahren zur nationalen und internationalen 
S t andardi s ierung . 
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salts in der Wissenschaft, nation in alien Be^chen 
seits xn « Tbroin bininhibitprlconzen- 
von Untersuchungen, in denen Tnro 
. . ^ besti^t warden sowie. dem <£f, h. 

5 . capacity) screen von pro^tivea ^^i^ 
, oren raietzterent Fall kann mit nohem Durchsatz ex 
^elzaM von svntnetischen prospektiven ; Inniox-ren 
! tatsachliche Wirkuhg untersucht werden- Ak 

. ~ i r^tnt "e^ei die FeStstellung, ob uber^ 
10 eine Inbibieru*g statt. indet Und . 
die Kinetik bzw. spezifische- Aktxvxtat «t - Ande 
..its bietet sich auch der kliriische Exnsatz - 
beisPielswlLe bei der Oberwachung von Tnronfcinxnhxbx- 
bexspxelswe welchen de r Inhibitor aus 

torspxegem bsi Patxe cM wird . Auf einfache 

15 therapeutxschen.Grunde^ ve ab n# daB . 

■.■^r«^ - .«« — - ^—ntinuierlicner 
, oder diskontinuiarlicher Oberwachung . 

20 Im einzelnen kann das nicht in die U-andlung 
Itbro.bin/aktives Mei^ro^bin bzw. «1 
arexfende gerinnungshe-ende Mittel ausgewahlt sexn 
Ls der Gruppe "Calcium-Komplexbildner, Heparxn, . 
aus der orupp* protein C, Fibrinpolym T 

25 Heparinoide, Antithrombxn III, Protein c, 
• • v. ™t.«*f« und Mischungen aus diesen Stor 

erisationshemmstotre una ^ ^^vo,-,,- FG 

c _ . wi«»r-fiir 1st Pefabloc 

fen". Ein konkretes Beispxel hxertur," 

£ F ir»a Pentapham M. Basel. ^ " 

Tetrapeptld lG1 y-Pro-Ar,-Pro, ist und mit hoher M 

30 t : r r ^in in ..ei-^ln. .b~. Mtdesfgl spa tend* 
Sut ,s t an* Kann.ausgewahlt sein aus dar Gruppe der 
Schlange.gifte und schlangengif tfraktionen. 
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beispielsweise Gifte von Dispholidus, Rhabdophis, 
Bothrops, Notechis, Oxyuranus und Russel" Vipern. 
ZweckmaBigerweise werden gereinigte Fraktionen daraus 
verwendet. Vorzugsweise wird Ecarin, eine. hochgradig 
5 gereinigte Fraktion des Echis-carihatus Toxins oder 
Multisquamase, das Prothrombin-spaltende Enzym aus 
Echis multisquamatous, verwendet, Solche Substanzen, 
wie beispielsweise Ecarin sind kSUfiich erwerbar u.a. 
von der Firma Pentapharm AG, Schweiz. 

10 

Das durch aktives Meizothrombin bzw. Mtdesfgl spalt- 
bare chromogene Substrat kann unter Spaltung p- 
Nitroanilih freisetzen und die Lichtabsorpt'ionsmess.ung 
Jcann dann bei 405 nm durchgeftthrt werden. Beispiele 

15 fur solche Oder auch andere Substrate sind Tripeptide, 
welche unter den Namen Chromozym TH oder Pefachrom TH 
von^den Firmen Chromogenix, Boehringer,* -Pentapharm 
erhaitlich sind (Pef achroroe TH ist H-D-ChG-Ala-Arg- 
pN.2AcOH). Ein Beispiel fur f lourochrome Substrate ist 

20 Pefachrom TH flourogen, welches unter .den Namen Pefa 
15865 von der Firma Pentapharm erhaltlich sind, 

Im einzelnen empfiehlt es sich bei den in Frage kom- 
menden Aktivitaten, in Stufe c) eine erste Absorp- 

25 tions- oder Emissionsmessung nach 0 - 100 s, 

vorzugsweise 0 - 50, hdchsvorzugsweise 5 - 15 s ; und 
eine zweite nach anschlieUenden 10 - 1000 s, vorzug- 
sweise 50 - 500- s, httchstvorzugsweise 150 - 300 s, 
gezahlt ab Zugabe der Prothrombin in Meizothrombin 

30 bzw. Mtdesfgl spaltenden Substanz oder des Meizothrom- 
bins bzw. MTdesfgl, durchzuftlhren. Das erfindungs- 
gemafie Verfahren ist insbesondere zur Bestimmung vom 
Hirudin oder der Bestimmung der Konzentration und/oder 
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der Aktivitat von synthetischen Thrombirtinhibitoren 

oder Hirulogen. * 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Test Kit zur Bes- 
5 timmung der Konzentration von Thrombininhibitoren ^ 
e , re - -<^^w* e n KOroerflussigkeit oder einem mcht- 
truben Extract aus einer Korperf liissigkeit mit fol- 
genden Kitkomponenten: Kl> einer Lbsung eines nicht in 
die Umwandlung Prothrombin/ aktives .Meizothrombin bzw. 
10 Mtdesfgl eingreifenden gerinnungshemmenden .Mittel, K2> 
einem durch aktives Meizothrombin bzw. Mtdesfgl spalt- 
baren chromogenen oder flourogenen Subset und K3) 
einer LSsung einer Prothrombin in Meizothrombin bzw 
Mtdesfgl sP altenden Substanz, wobei die Komponente K3> 
15 ersetzt oder erganzt sein kann durch eine Komponente 
■ K3a) einer Losung mit Meizothrombin .bzw. Mtdesfgl, 
sowie ein Test Kit zur Bestimmung der Aktivitat von 
Thrombininhibitoren in einer nicht-trUben KOrperflUs- 
sigkeit Oder einem nicht-trUben Extrakt aus einer Kor- 
20 perfiussigkeit oder einer nicht-trUben nicht _ 

naturlichen wafirigen FlUssigkeit mit folgenden Kitkom 
ponenten: optional Kl) einer LOsung eines nicht xndxe 
umwandlung Prothrombin/aktives Meizothrombin bzw 
Mtdesfgl.eingreifenden gerinnungshemmenden Mittel, K2, 
25 einem durch aktives Meizothrombin bzw. Mtdesf gl spalt- 
baren chromogehen oder flourogenen Substrat und.K3) • 
einer LSsung einer Prothrombin in Meizothrombin bzw 
Mtdesfgl spaltenden Substanz, wobei die Komponente K3) 
ersetzt oder erganzt sein kann durch eine Komponente 
30 K3a> einer Losung mit Meizothrombin bzw. Mtdesfgl- Die 
Kitkomponenten. konnen voneinander getrennt «• 
einer einzigen Testkitpackung vorgesehen sein. Es kann 
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als optional einsetzbare zusatzliche Kitkomponente 
eine Losung mit Prothrombin vorgesehen ist. 

Aufgrund des fur Screeningzwecke besonders geeigneten 
5 erfindungsgemaBen Verfahrens sind auch Gegenstand der 
Erfindung damit gefundene bzw. charakterisierten neue 
Thrombininhibitoren, welche namiich erh&ltlich sind 
durch folgende Verxahrensschritte : A) Elements einer 
Gruppe von prospektiven Thrombininhibotoren werden in 
10 vorgebener und vorzugsweise gleicher Konzentration 

subsequent Oder getrennt simultan einem Verfahren nach 
einem der Ansprtlche 2 bis 8 unterworfen, B), Pie Ver- 
minderung der Lichtabsorption oder liichtemission je 
Zeiteinheit wird flir jeden prospektiven Thrombinin- 
15 hibitor ermittelt und mit. der unter gleichen Bedingun- 
gen bestimmten Lichtabsorption oder Lichtemission je 
Zeiteinheit einer vorgegebenen, vorzugsweise gleichen 
Konzentration von Hirudin verglichen, C) es werden/ 
diejenigen prospektiven Thrombininhibitoren aus- 
2 0 gewahlt/ deren Verminderung der Lichtabsorption oder 
Emission je Zeiteinheit mindestens 10% der ent- 
sprechenden Abnahme bei Einsatz von Hirudin 
ehtspricht. 

25 Fur das erf indungsgemafle Test Kit sowie die er- 

findungsgemafi auf gefundenen Thrombininhibitoren, gelten 
die ' zum erf indungsgemaften Verfahren getroffenen De- 
tailerlauterungen entsprechend. 

30 Sofern Meizothrombin bzw. Mtdesfgl eingesetzt wird, so 
kann dies kauflich erworben werden, beispielsweise von 
der Fa. Pentapharm AG, Schweiz, aber auch beispiel- 
sweise geiru§J5 der Vorschrift in der Literaturstelle 
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US-A-5,547,850 hergestellt warden ah immobilisiertem 
Ecarin. 

Bei den im Rahmen der Erfindung einsefczbaren Geraten 
5 handelt as beispielsweise urn meist ohnehin vorhandene 
halb- Oder vollautomatische Gerinnungsgerate . In Frage 
kommen dabei z.B. Gerinnungsautoroaten des Typs Sysmex 
CA-500 Oder S2000 der Firma Dade-Behring oder des Typs 
Electra 2000. Beim CA-500 wird das von einer LED emit- 

10 tierte Licht'durch einen Filter (405nm) gesandt and 
anschliefiend durch die Probe. Das CA-500 bestir im 
chromogenen Kanal die Anderung bzw. Verminderung der 
Lichtabsorption von Farbstoffen, wie z.B. pNA (p- 
Nitroanilin) . 1st in einer Probe beispielsweise Hi- 

15 rudin, so wird das generierte oder zugegeberie Mei- 
zothrombin bzw. Mtdesfgl inaktiviert mit der Folge 
einer dadurch behinderten pNA-Freisetziing. Die in- 
sofern sich anders verhaltende (andernde) optische 
Dichte der Probe wird mittels einer Photodiode auf- 

20 genommen und ausgewertet. Die zu beobachtende Lichtab- 
sorptionsanderung 1st umgekehrt proportional der 
Hirudinaktivitat . 

Imfolgenden wird die Erfindung anhand von lediglich 
25 Ausftlhrungsbeispiele darstellenden Experimenten naher 
erlautert. 

Zur Bestimmung einer Standardkurve wurde gepooltes 
Humancitratplasma mit vorgegebenen Mengen Hirudin- 
"30 15sung versetzt. Die so erhaltenen standardiasungen 
wurden in einem CA-500 gemessen. 

Als Reagenzien wurden eingefilllt, 
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Reagent 1 [Inhib] (Raiamtemperatur) : 400*11 Pefabloc FG 
(20 mM; gelOst in 0,9% NaCl) + 2100 ul Tris-Puf f er , 

5 Reagent 2 [Chromo] (Raumtemperatur) : Pefachronie TH 
<10pmol/vial) , verdUnnt auf 3pmol/ml Aq. dest, 

Reagent 3 [Ecarin] (15°C) : Ecarin (50 EU/vial), 
verdunnt auf 0,3 EU/ml (der Inhalt des Ecarinf iasch- 
10 chen wird^irf-5ml 0> 9%^NaC1^5aung gel^st und kurz vor 
dem Einsatz mit einer 1 :2* Mischung aus 0,9% NaCl, en- 
thatfeend iWrioaex (Merck), und Oy lM&CaCl 2 -LSsung auf 
die Endkdn^zentration eingestellt* 

15 Das Te&tprotokoll ist^fclgend wiedergegeben . Als Dil- 
Buffer wurde- eingesetzt ei^ne Misohung aus 16, 6]il 
Prothrombin (ger.eindgt; Proteingehalt : 2,22 rag/ral ) und 
984 ul einer Mischung aus 900yil Tris-Puf fer (0,05 M, 
pH 8, 37°C, + 0, 1M NaCl) und 100^1 Prionex (Merck). 
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Testprotokoll 



10 



15 



Name 


Ecch 




Detector 
Start Point 
End Point 
Sensitivity 




Chrom 
5 sec 
180 sec 
Low Gain 


1 sampleVoL 
DU. Vol. 


Zitratplasma om 
Buffer 70 uh 


2SampleVol. 


OpI 
Opl 


Reagent 1 
Reag. Vol. 
Rinse 


Inhib 


30 sec 
125 pi 
125p« 


Reagent 2 

Chromo 

Rinse 


120 sec 
Chromo 20 pi 
100 Ml 


Reagent 3 
Reag. Vol, 
Rinse 


Ecarin 


2iu sec 
20 pi 
50 pi 



(Rinse: 1%ig© Natrium 



20 



25 



in'd-r 1 ist di. erhaltene Standardkurve wieder 

Zr, Is «llt der extrem gute Korrelationskoef- 
geg ,ben. Es Milt ^ Experiment wird lediglich 

fizient von 0,9977 aur. .aw v , b r . 

dl. standardprobe durch eine zu 

setzt u„d die *"«*>^jV%££r- 
rigur 1 anhand dar gemessenen Abnahie der op^chen 

Diciite abgelesen. - 
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Patentanspriishe: 

1. Verfahren zur Bestimmung der Konzentration von 

Thrombininhibitoren in einer nicht-trtlben KOrper- 
' 5 flilssigkeit Oder einem nicht-trtlbeh Extrakt aus 
einer KOrperf lUssigkeit mit den folgenden 
Verf ahrensschritten: 

a) einem Lebewesen wird die KOrperf liissigkeit ent*-. 
i o ^ittoentt^ s^kel ts*w*rd**e^ 

li^heW^ls^ei^^ 

bHder^ifi*Sttffe>^^^ 

15 f^ss^gkex 

Frothr^ Mfcdes^gl 
eingrei^hdes^gtf^ Mitlsel^e&n 
durch aktives Meizothrombin bzw. Mtdesfgl 
spaltbares chromogenes Oder flourogenes Sub- 

20 strat und eine Prothrombin in Meizothrombin 

bzw. Mtdesfgl spaltende Substanz oder Mei- 
.zothrombin bzw. Mtdesfgl zugegeben, sowie, op- 
tional, Prothrombin, 

25 c) die in Stufe b) erhaltene Ldsung bzw. Mischung 
,^wird einer wellrenlangenselektiwen Lichtabsorp- 
f Mons- Oder Lichtemissionsmessung in AbhSngig- 
»keit ^von -der Zeit-unfcerworfen, 

30 d) aus der Verminderung der Lichtabsorption oder 
■ Lichtemission in Stufe c) je Zeiteinheit * wird 
die in der KOrperf lUssigkeit enthaltene Menge 
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5 



10 



15 



20 



30 



b) 



des Thro^ininhibitors dure* Vergleich »it er- 
m ittelten Standardkurven bestimmt. 

. , QT . kvtivitat von Throm- 

2 . Verfahren zur Bestir FlUs _ 
Mninbibltoren in einer mcht-trUben wa y 
££t den fo^nden Ver^ S s=hri«en = 

w an ui rd eine Korperf lilssigkeit ent- 

nominen und die KOrperix * (( . = _. ffen 

lichenf alls einer Abtrennung von Trtlbstof f en 
ucne . . r,icht-trube Fltlssigkeit 

unterworfen oder eine nicftt truo 

wird kttnstlich hergestellt, 

, in Stufe a) erhaltenen nicht-trUben Fiass.ig- 
Teit werdel eine vorgegebene Meng. an 

- ^bitor, ggf- a- nicht in ^ — ^desfgl 
p rot hron*in/aktives Meizothrorobxn 
eing reifendes gerinnungsheuruendes Mxttel, 
lurch aktives Meizothrombin bzw- Mtdesfgl 
durch active fiburogenes Sub- 

spaltbarea oncogenes oder J 
strat und eine Prothrombin in Mexzothro 

Mtdesfgl spaltende Substanz oder Mei- 
"thrown bzw. Mtdesfgl zugegeben, sowxe, op 
tional, prothrombin, , 

25 , . • stufe b) erhaltene Losung bzw. Mischung 

h ITr welleniangenselektiven Lichtabsorp- 
"ions- oder Lich.temissionsmessung xn Abhangxg 
keit von der zeit unterworfen, 

der verminderung der Lichtabsorptxon oder 
trchteLil^n in Stufe c) J. Zeiteinheit wxrd 
die «mt»t des Thrombininhibitors durch 
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Vefgleich mi.t ermittelten Standardkurven 
bestimmt . 



5 3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das hicht 

in die Umwandlung Prothrombin/aktives Meizothrombin 
bzw. Mtdesfgl eingreiferide gerinnurigsheroinende Mit- 
tel ausgewahlt ist aus der Gruppe, "Calcium- 
Komplexbildner, Heparin, Heparinoide, Ant i thrombin 
10 III, Protein C, Fibrinpolymeri sat ionshemms toff eund 
Mischungen aus diesen Stoffen". 



4. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3, wobei 
15 die Prothrombin in Meizothrombin bzw. Mtdesfgl 

spaltende Substanz ausgewahlt ist aus der Gruppe 
der Schlangengifte und Schlangengiftf raktionen. 



20 5. verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 4, wobei 
die Prothrombin in Meizothrombin Bzw. Mtdesfgl 
spaltende Substanz Ecarin ist. 



25 6. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 5,- wobei 
das durch aktives Meizothrombin bzw. Mtdesfgl 
spaltbare chromogene Substrat unter Spaltung p- 
Nitroanilin freisetzt und die Lichtabsorptionsmes- 
sung bei 405 nra durchgeftlhrt wird. 



30 



7. Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 6, wobei 
in Stufe c) eine erste Absorptions- oder 
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.a.iasion^essung nach 0 " 100 S ' T . z^ttl 
50/ hochsvorzugsweise 5 - 15 «. *»•« «■» _ 
„a=h ans=hlie*enden 10 - .1000 vorzugswelseS^ 
500 hochstvorzugsweiee "0 - 300 gezahit ab 

ZlZtl spaltendeu Substanz Oder des Meizothro*- ; 
bins bz„. Mtdesfgl, dutchgeWhtt wetden. 

8 Verfahren nach einem der Anspruohe 1- bis 7, wobei 
let TbtoWninhibitor Hirudin, ein Hiroiog Oder e.» 
synthetischer Thrombinihhibitor 1st. 



5 9 Test Kit zur Besti^ung det Konzentration von 

Th to»bininhibitor.n in einet nieht-tr B ben Kbrper- 
rlLigfceit Oder einem nioht-ttUben Extract aus 
einer KorPerf lussigfceit »it ^igenden KitKomponen- 
ten! Kl, einet LOsung einea nioht in die U»~ndl»ng 

20 «othron*in/a*tives «eizothr=»bin bzw. Mtdes gl 

eingreifenden ,erinnungsha,»enden Mittel; K 2 > einem 
dutch active, Meizothrombin bzw. MtdeSfgl «P^t" 
haren chro»ogenen Oder flourogenen Substrat und K3, 
einer LSsung einer Prothrombin in »— ^ 

25 bzw. Xtdesfgx spaltenden substanz wobe, di KO»P= 
nente K3) ersetzt Oder etganzt sein kann durch eine 
CLenL K3a, einer ^sung „it Hei—mbin bzw. 

Mtdesfgl- 

j _. avfivitat von Throni— 
,„ , n TfesC K it zur Bestimmung der AXtivitat 
30 10, Test Kit u nicht-trOben Korperf lus- 

bininhibitoren in einer nicnt t w 

D nicht-truben Extrakt aus einer 

siakeit Oder emem nicni; ctuuc 

sxy . • nay . ntcht-traben nxcht 

KSrperflusSigkeit. oder. einer nicnt 
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naturlichen wafirigeh Flussigkeit mit' foigenderi 
Kitkomponenten: optional Kl) einer Losung eines 
nicht in die Umwandlung Prqthrombin/aktives Mei- 
zothrombin bzw. Mtdesfgl eingreifenden gerinniing- 
shemmenden Mittel, K2) .einem durch. aktives 
Meizo thrombin bzw. Mtdesfgl spaltbaren chromogenen 
Oder flourogenen substrat und K3) einer Lttsung 
einer Prothrombin in Meizothrombin bzw." Mtdesfgl 
spaltenden Substanz, wobei die Komponente K3) . er- 
setzt oder erganzt sein kann durch eine Komponente 
K3a) einer Losung mit Meizothrombin bzw. Mtdesfgl. 



11. Test Kit nach Anspruch 9 oder 10, wobei die 
15 Kitkomponenten voneinander getrennt aber in einer 

einzigen Testkitpackung vorgesehen .sind. 



12. Test Kit nach einem der AnsprUche 9 bis 1.1, wobei 
20 als optional einsetzbare zusatzliche Kitkomponente 

eine Lbsung mit Prothrombin vorgesehen ist. 



13. Thrombininhibitoren, welche erhaltiich sind durch 
25 folgende. Varf ahrensschritte: 

A) Elemente einer -Gruppe von prospektiven Throm- 
bininhlbotoren werden in vorgebener und vor- 
zugsweise gleicher Konzentration subsequent 
30 oder getrennt simultan einem yerfahren nach 

einem der AnsprUche 2 bis 8 unterworfen, 
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B) Die vrmlndferung der Lichtabaorption oder Lx- 
chtemission je Zeiteinheit wird fur jeden 
prospective Thro*b in inhibitor ermittelt: und 
n^t der unter gleicheri Bedingungen bestinunten 
Lichtabsorption oder Lichtemission je z *^ n - 

•. h eit einer vorzugsweise gleicnen Konzentration 
von Hirudin verglichen, 

C) es werden diejenigen prospektiven Thrombinin- 
hibitoren ausgewahlt, deren Abnahme der 
Lichtabsorption oder Emission je Zeiteinhext^ 
mindestens 10% der entsprechenden Abnahme bex 
Einsatz von Hirudin entspricht. 



20 



25 



30 
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